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 Tumor suppressor p53
 Cell proliferation
a b s t r a c t
The tumor suppressor p53 plays a crucial role in regulation of cell proliferation and
maintaining integrity of the genome in human tissue. TP53 mutations are found in about
50% of solid tumors; however, hematological malignancies present a lower incidence of
alteration in this gene. Within this group of patients, mutations of TP53 and 17p deletion
are associated with poor prognosis and resistance to standard chemotherapy. During the
past few years, treatment of patients with TP53 aberrations has become a major chal-
lenge of modern hematology. Currently, there are ongoing clinical trials on drugs that
can affect directly p53 activity or cause activation of other mechanisms, which could
convert bad prognosis of patients with TP53 aberrations. Since TP53 mutations carry
prognostic significance in CLL and are relevant in choosing the treatment for CLL
patients, ERIC (European Research Initiative for CLL) made an attempt to standardize
assessment of TP53 mutations.
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Gen TP53 znajduje się w chromosomie 17 (17p13.1) i składa
się z 11 eksonów oraz 10 intronów [1]. Produktem translacji
genu jest fosfoproteina o masie cząsteczkowej 53 kDa, która
pełni funkcje głównego supresora nowotworowego występu-
jącego w komórkach organizmu ludzkiego. Białko to jest
czynnikiem transkrypcyjnym zbudowanym z charaktery-
stycznych dla aktywatorów transkrypcji domen: N-końcowej,
domeny odpowiedzialnej za wiązanie się z DNA oraz domeny
C-końcowej, spełniających określone funkcje [2]. Białko p53* Adres do korespondencji: Zakład Hematoonkologii Doświadczalnej U
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z o.o. All rights reserved.ma liczne izoformy powstające drogą alternatywnego składa-
nia transkryptów. Obecnie rozróżniono co najmniej 12 izo-
form, których odrębność funkcjonalna jest wciąż tematem
wielu badań [3].
P53 odgrywa kluczową rolę w regulacji proliferacji komó-
rek, głównie poprzez indukowanie końca cyklu komórkowego,
apoptozy lub aktywowanie systemów naprawczych DNA [4].
Uszkodzenie DNA inicjuje nadekspresję p53, indukując zaha-
mowanie fazy cyklu komórkowego G1, przez co p53 utrzymuje
integralność genomu. W przypadku rozległych uszkodzeń,
podczas których DNA nie podlega naprawie, p53 transakty-
wuje geny odpowiedzialne za apoptozę [5–7]. Mutacja TP53niwersytet Medyczny w Lublinie, ul. Chodzki 4a, 20-093 Lublin,
w, Instytut Hematologii i Transfuzjologii. Published by Elsevier Sp.
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apoptozy, skutkując transformacją nowotworową i prolifera-
cją uszkodzonych komórek [5, 6, 8, 9]. Utrata funkcji p53 jest
kluczowym zdarzeniem w procesie nowotworzenia i związana
jest z wieloma procesami charakterystycznymi dla nowotwo-
rów, takimi jak: deregulacja cyklu komórkowego, niestabil-
ność genomu czy oporność na chemioterapię [10, 11].
Całkowita utrata funkcji p53 może być spowodowana
współistniejącą mutacją TP53 oraz delecją pozostałego allelu
17p, mutacją obu alleli lub homozygotyczną mutacją
powstałą na skutek utraty heterozygotyczności (loss of hete-
rozygosity; LOH). Innym mechanizmem ograniczającym
funkcje p53 jest dominujący negatywny efekt zmutowanego
białka, formującego kompleksy z jego niezmienioną posta-
cią. Obecność tych kompleksów uniemożliwia wiązanie się
prawidłowego białka p53 do DNA i hamuje transaktywację
innych genów. Dodatkowo, sugeruje się, że mutacje TP53
mogą również powodować zmianę termowrażliwości białka
oraz skutkować nabywaniem nowych właściwości (gain of
function; GOF), powodujących progresję nowotworu czy
zwiększanie oporności na leczenie [12].
Utrata funkcji p53 spowodowana delecjami lub mutacjami
stwierdzana jest w około 50% typów guzów litych [13], jednak
występowanie mutacji w genie TP53 jest znacznie rzadsze
w przypadku nowotworów hematologicznych [14–16].
Mutacje TP53 cechuje heterogenność zarówno pod wzglę-
dem struktury, jak i lokalizacji. Najczęstszymi zmianami są
mutacje zmiany sensu prowadzące do zmiany aminokwasów,
które stanowią około 75% wszystkich mutacji. Są one umiej-
scowione w obrębie eksonów 3–10, jednak stanowcza więk-
szość identyfikowana jest w eksonach 5–8 w kodonach 175
(ekson 5), 248 (ekson 7) oraz 273 (ekson 8), stanowiących tzw.
hot-spots. Rzadziej spotykane są mutacje nonsensowne, dele-
cje, insercje czy mutacje w miejscach składania transkyptów
[17–19].
AML
W grupie chorych na ostrą białaczkę szpikową de novo (acute
myeloid leukemia; AML) mutacje TP53 znajdowane są na
poziomie 3–8% [14, 19–21]. Najczęstszą mutacją jest pojedyn-
cza substytucja nukleotydu G na C, jednak w porównaniu
z AML związanych z leczeniem czy innych nowotworów
hematologicznych i guzów litych spektrum mutacji w przy-
padkach AML de novo nie przedstawia swoistych cech [22,
23]. Mutacje TP53 są zazwyczaj powiązane z delecją 17p,
głównie w następstwie niezbalansowanej translokacji, jak
na przykład t(5;17), co skutkuje inaktywacją obu alleli TP53
[19]. Ich występowanie w tej grupie chorych obserwowane
było w prawie 90% przypadków [17, 24]. W przeciwieństwie do
chorych bez delecji 17p, mutacja TP53 występowała u 66–84%
pacjentów [17, 24], co sugeruje, że zjawiska współwystępowa-
nia delecji i mutacji punktowych obu homologicznych alleli są
częste, ale nie bezwzględnie powiązane [17, 25]. Zwiększony
poziom mutacji został również powiązany z występowaniem
nieprawidłowej naprawy błędnie sparowanych nukleotydów
[26]. Mutacje w genie TP53 zostały zidentyfikowane na pozio-
mie 60–70% u chorych ze złożonym kariotypem, co wykazuje
ich ścisłą zależność z tą grupą cytogenetyczną [17, 21].Istotnie częściej występują one u chorych w zaawansowanym
wieku, powiązane są ze swoistymi zmianami liczby kopii
DNA, kariotypem monosomalnym oraz niekorzystnym roko-
waniem [18]. Dodatkowo, ostatnie wyniki badań przeprowa-
dzone przez Hou i wsp. [21] wykazały korelację mutacji TP53
z niższą liczbą leukocytów i podtypem M6 według klasyfikacji
FAB oraz wzajemne wykluczanie się z mutacjami w genach
nukleofosminy-1 (nucleophosmin-1; NPM1), metylotransferazy
3A DNA (DNA methyltransferase 3a; DNMT3A) oraz z wewnętrz-
ną tandemową duplikacją kinazy tyrozynowej FLT3 (FLT3-
internal tandem duplication; FLT3-ITD).
Chorzy z mutacją TP53 są zazwyczaj oporni na chemiotera-
pię i charakteryzują się bardzo krótkim przeżyciem [27].
Częstość mutacji TP53 wzrasta w grupach chorych na AML
i zespoły mielodysplastyczne (myelodysplastic syndrome; MDS)
zależne od leczenia (therapy related AML; t-AML, therapy related
MDS; t-MDS), odsetek mutacji wynosi odpowiednio 18% i 28%
i może być następstwem leczenia lekami alkilującymi,
pochodnymi platyny czy inhibitorami topoizomerazy II [28–
30]. Dodatkowo wykazano, że w przypadku chorych na AML de
novo przeważają mutacje TP53 w postaci substytucji nukleoty-
dów G na C, natomiast w przypadku chorych na t-AML
częściej obserwowane są substytucje nukleotydów A na T [29].
MDS
W grupie MDS mutacje TP53 identyfikowane są u około 8–9%
chorych [31, 32] i, podobnie jak w przypadku AML, częstość
mutacji zwiększa się u chorych leczonych wcześniej lekami
alkilującymi [29]. Kulasekararaj i wsp. [32] wykazali silną
zależność między mutacjami TP53 a aberracjami chromo-
somu 5, identyfikując je u 19% chorych z izolowaną delecją
5q oraz u 72% chorych ze złożonym kariotypem, w tym
zmianą -5/5q. Dodatkowo mutacje TP53 korelowały z II
pośrednim stadium zaawansowania choroby wg skali IPSS,
ekspresją białka p53, większą liczbą komórek blastycznych
oraz progresją choroby. Mutacje zmiany sensu pojawiały się
znacznie częściej w dwóch typach MDS: RAEB (Refractory
Anemia with Excess Blasts) oraz RAEB-T (Refractory Anemia with
Excess Blasts in Transformation), którym częściej towarzyszył
kariotyp złożony [28, 33]. Mutacje zmiany sensu wykrywane
w eksonach 4-8 obserwowane były zarówno jako zdarzenia
wczesne, jak i późne, wiązały się z gwałtownym przebiegiem
choroby i niekorzystnym rokowaniem [29].
ALL
U chorych na ostrą białaczkę limfoblastyczną (acute lympho-
blastic leukemia; ALL) mutacje TP53 występują na poziomie
2–3%, jednak, biorąc pod uwagę zmiany, takie jak hiperme-
tylacje miejsca promotorowego, nieprawidłowości genu TP53
mogą występować znacznie częściej tj. u 30–40% chorych
[15]. Wykrywane są one głównie u dzieci, gdzie najczęściej
pojawiają się w czasie nawrotów i są związane z gorszym
rokowaniem [34, 35]. Istnieje tylko kilka doniesień o stanie
mutacji TP53 u dorosłych chorych, jednak obejmują one
niewielkie grupy oraz głównie pacjentów z nawrotami cho-
roby [36, 37].
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przeprowadzona przez zespół Chiaretti [38] obejmowała grupę
98 pacjentów i wykazała mutacje u 8,2% chorych, co było
porównywalne z poziomem mutacji wykrywanych u chorych
na AML w czasie diagnozy oraz u chorych na przewlekłą
białaczkę limfocytową (chronic lymphocytic leukemia; CLL)
w czasie progresji [39, 40]. Wyniki te potwierdziły poprzednie
doniesienia, w których mutacje TP53 były częściej znajdo-
wane w nawrotowej postaci choroby [35–37]. Mutacje TP53
wykrywane były częściej w ALL wywodzącej się z linii limfo-
cytów T niż w ALL wywodzącej się z linii limfocytów B, gdzie
stanowiły 14% przypadków negatywnych pod względem
występowania nawracających genów fuzyjnych [38]. Ostatnio,
Stengel i wsp. [41] przebadali grupę 625 chorych na ALL, gdzie
mutacje TP53 stanowiły 15,7%, a ich odsetek wzrastał
z wiekiem. Mutacje znajdowane były najczęściej w grupach
ALL z niskim poziomem hipodiploidii (32–39 chromosomów)
i rearanżacjami genu MYC. Mutacje obu alleli TP53 obserwo-
wane były u 12% chorych, natomiast mutacja i współtowarzy-
sząca delecja drugiego allelu wykrywana była u 39% chorych.
Wysoki odsetek mutacji korelował z niskim poziomem hipo-
diploidii, wysokim poziomem hiperdiploidii, kariotypem
złożonym oraz obserwowany był częściej u chorych ALL
wywodzących się z linii limfocytów B. Podobnie jak
w przypadku innych nowotworów, mutacje TP53 związane
były z krótszym przeżyciem, szczególnie w przypadkach,
kiedy oba allele genu były dotknięte zmianą [41].
MM
Mutacje TP53 występują rzadko u chorych na szpiczaka
plazmocytowego (multiple myeloma; MM), są wykrywane u 3%
nowozdiagnozowanych pacjentów, jednak ich odsetek
wzrasta w bardziej zaawansowanych stadiach choroby [42].
Chng i wsp. [42] wykazali, że obecność mutacji TP53 była
istotnie związana z występowaniem delecji 17p13, co stano-
wiło 56% przypadków, i po raz pierwszy została opisana jako
czynnik o niezwykle niekorzystnym rokowaniu związany
jedynie z 1,5-rocznym przeżyciem chorych. W przeciwień-
stwie do tych wyników Lode i wsp. [43] donieśli, że mutacje
TP53 są ściśle związane z delecją 17p, jednak analiza
przeżycia nie wykazała żadnych różnic wśród chorych
z delecją 17p między grupami z lub bez współistniejącej
mutacji TP53. Dotychczasowe badania wykonywane były na
nielicznych grupach chorych, dlatego jednoznaczne określe-
nie zależności oraz znaczenia mutacji TP53 u tych pacjen-
tów wymaga dalszych weryfikacji. Utrata funkcji tego genu
stwierdzana jest w znacznie większej liczbie przypadków,
dodatkowo wg Lode i wsp. [43], większość delecji 17p (około
63%) jest hemizygotyczna, co sugeruje, że u chorych bez
mutacji TP53 zachowane jest funkcjonale białko i potencjal-
nie może ono przezwyciężać negatywny efekt delecji 17p,
jednak bez określonego znaczenia klinicznego.
CLL
Nieprawidłowości genu TP53 wykrywane są na poziomie 10–
15% u nieleczonych chorych na CLL, jednak ich częstośćwzrasta do 40–50% u chorych opornych na leczenie fludara-
biną [44, 45]. U ponad 80% przypadków z delecją 17p
zaobserwowano występowanie mutacji TP53 w pozostałym
allelu [46–48]. Ostatnie wyniki badań wykazały, że mutacje
TP53 bez współistniejącej delecji 17p występują u około 5%
chorych w pierwszej linii leczenia i są związane ze znacznie
gorszym przeżyciem, zwłaszcza w przypadku mutacji znaj-
dującej się w domenie wiążącej DNA [40, 47, 49]. Chorzy,
u których wykryto mutacje w domenie wiążącej DNA,
charakteryzowali się znacznie krótszym czasem wolnym od
leczenia oraz czasem całkowitego przeżycia w porównaniu
z chorymi mającymi mutacje zmiany sensu w innych miej-
scach białka oraz mutacje inne niż zmiany sensu [50].
Spektrum mutacji TP53 identyfikowane u chorych na CLL
jest podobne do innych nowotworów jednak zaobserwowa-
no kilka cech swoistych jedynie dla tej grupy pacjentów [49].
Badania oparte na wieloośrodkowych analizach wykazały
niższy odsetek tranzycji w miejscach CpG w porównaniu z
innymi nowotworami. Zaobserwowano przeważającą liczbę
tranzycji G na A w porównaniu z C na T, podczas gdy
w przypadku innych nowotworów obserwowano podobne
proporcje obu zmian [51].
Stan mutacji genów zmiennej części łańcucha immuno-
globulin (immunoglobulin heavy variable chain; IGHV) jest nieza-
leżnym czynnikiem prognostycznym chorych na CLL.
Pozwala on na rozróżnienie grupy z mutacją IGHV o korzyst-
nym rokowaniu oraz grupy bez mutacji charakteryzującej się
agresywnym przebiegiem choroby [52, 53], co wskazuje na
istotną rolę receptora B-komórkowego (B cell receptor; BCR)
w patogenezie CLL. Dodatkowo, w około 20% przypadków
nieleczonych pacjentów stwierdza się występowanie niemal
identycznych BCR, tzw. stereotypowych BCR. Wydaje się, że
BCR odgrywa rolę w oddziaływaniu z komórkami podścieliska
[54]. Do tej pory współwystępowanie stymulacji mikrośrodo-
wiska wraz z nieprawidłowościami genów związanych
z rozwojem nowotworu, w tym TP53, stanowiło niewyjaś-
nioną kwestię. Podjęto próbę zbadania, czy oba zdarzenia są
ze sobą powiązane, czy też wykazują niezależne mechanizmy
prowadzące do rozwoju CLL. Pierwsze analizy mutacji TP53
odnoszące się do stanu mutacji genów IGHV u chorych na
CLL wykazały zwiększony odsetek w grupie z niezmutowa-
nym IGHV. Dodatkowo, zaobserwowano różny profil mutacji
TP53 w zależności od podtypu stereotypowych CLL [55].
W tabeli I przedstawiono częstość występowania mutacji
TP53 w poszczególnych grupach chorych na nowotwory
hematologiczne.
Metody detekcji mutacji TP53
Aktualnie mutacje TP53 uznawane są za silny czynnik
predykcyjny związany z gorszym przeżyciem oraz nawro-
tami u chorych na CLL [40, 46, 47, 56–58]. Wiele doniesień
potwierdziło ich znaczenie kliniczne oraz bezpośrednie
zastosowanie w postępowaniu terapeutycznym [49, 59–61].
Do tej pory stan mutacji TP53 nie był rutynowo oceniany,
przez co również nie były dostępne wystandaryzowane testy
i metody do jego określenia. Zważywszy na wartość rokow-
niczą oraz znaczenie w wyborze optymalnej metody lecze-
nia, Europejska Grupa do Badań nad CLL (European Research
Tabela I – Odsetek mutacji TP53 u chorych na nowotwory
hematologiczne
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oceny stanu mutacji [59].
Istnieje kilka metod umożliwiających wykrycie mutacji
TP53. Należy mieć na uwadze, że wynik uzależniony jest od
ilości komórek białaczkowych we krwi obwodowej. Jeśli ich
odsetek nie przekracza 50%, należy rozważyć pobranie
szpiku kostnego, zwłaszcza jeśli metodą oceny stanu muta-
cji jest bezpośrednie sekwencjonowanie metodą Sangera.
Alternatywą mogą być również separowane komórki CD19+
[59].
Obecnie rekomendowaną metodą do oznaczania stanu
mutacji genu TP53 jest bezpośrednie sekwencjonowanie
metodą Sangera [59]. Niektóre mutacje mogą prowadzić do
degradacji RNA zachodzącej na drodze rozpoznawania
i niszczenia transkryptu zawierającego przedwczesny kodon
stop [62], dlatego też materiałem z wyboru jest genomowe
DNA. Z uwagi na usytuowanie mutacji wewnątrz genu TP53
rekomenduje się sekwencjonowanie eksonów 4–9. Nie stwier-
dzono mutacji w eksonach 2, 3 oraz 11, natomiast w eksonie
10 wykryto jedynie 4% wszystkich mutacji TP53 [49]. Bezpo-
średnie sekwencjonowanie wydaje się względnie prostą
metodą, dostępną w większości laboratoriów, jednak jej
czułość jest ograniczona w przypadkach występowania
małych populacji komórek białaczkowych, gdzie zmiany
molekularne mogą pozostać niewykryte. Pozytywny wynik
sekwencjonowania dla mutacji TP53 powinien być potwier-
dzony oddzielną reakcją PCR. Niekorzystnym aspektem doty-
czącym metody bezpośredniego sekwencjonowania jest
względnie długi czas związany z przygotowaniem reakcji oraz
niska czułość (jedynie 25% zmutowanych alleli w próbce).
Spośród innych dostępnych metod można wyróżnić
metody przesiewowe, takie jak denaturująca wysoko-
sprawna chromatografia cieczowa czy badanie zmian kon-
formacji jednoniciowego DNA, charakteryzujące się większą
czułością oraz niższym kosztem. Wyniki tych analiz muszą
być jednak potwierdzone reakcją sekwencjonowania, w celu
wykluczenia błędów wynikających z artefaktów. Mimo wielu
zalet, takich jak szybkość, prostota, ekonomiczność orazwysoka czułość, wyniki uzyskane tymi metodami nie
dostarczają informacji na temat rodzaju mutacji.
Kolejną techniką jest funkcjonalna analiza alleli w droż-
dżach (Functional Analysis of Separated Alleles in Yeast; FASAY).
Metoda ta oparta jest na klonowaniu komplementarnego
DNA pochodzącego z komórki nowotworowej do zmodyfiko-
wanych komórek drożdży. Ekspresja genu TP53 powoduje
transkrypcję genu reportera ADE2, będącego enzymem
uczestniczącym w syntezie adeniny. Niefunkcjonalne białko
p53 nie wzbudza aktywacji reportera i prowadzi do akumu-
lacji pośredniego czerwonego produktu metabolizmu ade-
niny. Kolejnym etapem jest sekwencjonowanie materiału
pochodzącego z czerwonych kolonii drożdży. FASAY jest
metodą tanią, wykazującą czułość już przy około 10%
zawartości zmutowanego DNA obecnego w próbce. Metoda
ta może być jednak niewystarczająca do wykrycia mutacji
prowadzących do uszkodzenia RNA. Ponadto, wyniki uzy-
skane techniką FASAY powinny być zawsze potwierdzone
reakcją sekwencjonowania.
Istnieją dwie platformy mikromacierzy stosowane do
oznaczania mutacji TP53 (GeneChip Arrays oraz p53 Ampli-
Chip) [63]. Działanie mikromacierzy GeneChip oparte jest na
technice wydłużania starterów przymocowanych do mikro-
macierzy (Arrayed Primer Extension; APEX), pozwalającej na
szybką i czułą identyfikację mutacji w genie TP53. APEX
łączy technologię sekwencjonowania Sangera z jednoczes-
nym użyciem wysokoprzepustowego potencjału mikroma-
cierzy. Badane DNA jest powielane, następnie podlega
enzymatycznej fragmentacji i hybrydyzacji do immobilizo-
wanych na płytce starterów. W kolejnym etapie zachodzi
wydłużanie oligonukleotydów z użyciem czterech fluores-
cencyjnie znakowanych dideoksynukleotydów. Każda sek-
wencja jest kolejno wydłużana przez zastosowanie dwóch
starterów skierowanych do nici sensownej i antysensownej
[64]. Mikromacierze zostały zaprojektowane do wykrywania
95% znanych mutacji TP53 [64]. Platforma p53 AmpliChip
została wykorzystana jako narzędzie diagnostyczne służące
do detekcji wszystkich substytucji pojedynczych par zasad
oraz delecji pojedynczych nukleotydów leżących w eks-
onach 2–11 i miejscach składania transkryptów z limitem
detekcji około 1–2% zmutowanego DNA. Zaletami mikroma-
cierzy Amplichip są szybkość oraz łatwość użycia, natomiast
platform GeneChips Arrays jednoczesna analiza mutacji
wielu genów. Obecnie mikromacierze tego typu nie są
powszechnie dostępne [59]. Zastosowanie technologii wyso-
koprzepustowego sekwencjonowania (next generation sequen-
cing; NGS) do oceny stanu mutacji TP53 wydaje się coraz
bardziej dostępnym rozwiązaniem. Analizując dużą liczbę
pacjentów lub wiele sekwencji, NGS prezentuje tańszą oraz
mniej czasochłonną opcję w porównaniu z innymi meto-
dami. W zależności od oczekiwanych wyników sekwenator
może służyć do jednoczesnej analizy dużej liczby próbek lub
dzięki tzw. głębokiemu sekwencjonowaniu może być zasto-
sowany do sekwencjonowania próbek z bardzo dużą czuło-
ścią. Główną trudnością związaną z techniką głębokiego
sekwencjonowania jest interpretacja wyników polegająca na
odróżnieniu faktycznych mutacji od przypadkowych błędów
[65, 66]. Identyfikacja małych populacji uzależniona jest
m.in od: 1) wystarczającej ilości materiału genetycznego
poddanego analizie, 2) ilości odczytów dla próbki czy 3)
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próbki, w procesie sekwencjonowania i analizy danych.
Ostatnie wyniki badań przeprowadzone techniką głębokiego
sekwencjonowania wykazały obecność małych subpopulacji
komórek z mutacją TP53 u 9% nieleczonych chorych na CLL,
które ze względu na bardzo niski poziom nie zostały wykryte
metodą konwencjonalnego sekwencjonowania Sangera [67].
Chorzy, u których wykryto małe subpopulacje z mutacją
TP53, charakteryzowali się podobnym fenotypem klinicznym
oraz przeżyciem w porównaniu z chorymi z dominującym
klonem komórek objętych mutacją. Dodatkowo kolejne anali-
zy wykazały, że komórki z mutacją TP53 wykryte przed
rozpoczęciem leczenia ulegały ekspansji i stanowiły główną
populację komórek nowotworowych w czasie nawrotu, jak
również przyczyniały się do rozwoju oporności na chemiote-
rapię [67]. Dzięki dużej czułości metoda głębokiego sekwen-
cjonowania NGS umożliwiła wykrycie bardzo małych popula-
cji z mutacją TP53, które również mają znaczenie kliniczne
u chorych na CLL. W związku z tym użycie NGS w przyszłych
badaniach wydaje się zasadne i mogłoby służyć do szczegóło-
wej analizy nieprawidłowości genu TP53 u tych chorych [67].
Leczenie chorych z nieprawidłowościami genu
TP53 w nowotworach hematologicznych
Leczenie chorych z nieprawidłowościami genu TP53 jest
wyzwaniem współczesnej hematologii, ze względu na zwią-
zane z tą aberracją złe rokowanie oraz oporność na trady-
cyjne schematy leczenia. Leczenie to może być nakierowane
bezpośrednio na aktywność p53 lub aktywację innych me-
chanizmów i osiągają dobre odpowiedzi kliniczne w tej
grupie chorych.
Leczenie nacelowane na nieprawidłowości szlaku
p53 w nowotworach hematologicznych
Istnieje wiele dowodów na to, że leki przeciwnowotworowe
indukują apoptozę poprzez różne mechanizmy, które przy-
najmniej częściowo zależne są od aktywacji białka p53 [68–
71]. Aktualnie podjęte są próby rozwoju strategii leczenia
opartych na małych cząsteczkach, które w sposób swoisty
mogłyby modulować aktywność tego białka. Wyróżnić można
dwie kategorie cząsteczek: pierwsze z nich mają na celu
modulowanie aktywności dzikiego typu białka p53, natomiast
drugie odpowiedzialne są za przywrócenie prawidłowych
funkcji zmutowanego białka. Zastosowanie badań komórko-
wych umożliwiło zidentyfikowanie małych cząsteczek, które
z udziałem białka p53 mogą powodować niszczenie komórek
nowotworowych [69–71]. Do cząsteczek tych należą nutliny,
RITA (reactivation of p53 and induction of tumor cell apoptosis)
oraz PRIMA-1 ( p53 reactivation and induction of massive
apoptosis) [72–74]. Z drugiej strony wyniki analiz białkowych
pozwoliły na zidentyfikowanie związków chemicznych,
które bezpośrednio oddziałują z konkretnymi białkami,
jednak mogą one odznaczać się znaczną toksycznością oraz
niewystarczalną biodostępnością [74–76]. Małe cząsteczki
należące do wyżej wymienionych kategorii są wciąż tema-
tem badań, niektóre z nich zostały zakwalifikowane dozaawansowanych prób przedklinicznych bądź do wczes-
nych faz (1/2) badań klinicznych.
Nutliny zostały opisane jako pierwsze cząsteczki hamu-
jące oddziaływanie między białkiem p53, a jego negatyw-
nym regulatorem – białkiem MDM2 [72]. Reprezentują one
związki, które nie wykazują działania genotoksycznego,
a ich aktywność oparta jest na wiązaniu się do kieszeni
wiążącej p53 w białku MDM2, co powoduje uwolnienie p53
spod negatywnej kontroli MDM2. Efekt ten prowadzi do
skutecznej stabilizacji p53 i jego aktywacji w komórkach
nowotworowych wykazujących ekspresję dzikiego typu
białka p53, lecz nie zmutowanego białka [72, 76, 77]. Od
czasu ich wykrycia nutliny stały się jednymi z najbardziej
badanych małych cząsteczek w kontekście terapii przeciw-
nowotworowej (NCT00623870, NCT00559533). W badaniach
przedklinicznych wykazywały one wysoki potencjał leczni-
czy dla nowotworów hematologicznych [78–82]. Wykazano,
że nutliny indukują odpowiedź cytotoksyczną oraz apoptozę
w komórkach pochodzących od chorych na AML oraz ALL
[78, 79, 83, 84]. Selektywna aktywacja p53 poprzez nutliny
indukowała w sposób zmienny apoptozę komórek pocho-
dzących od chorych na CML [85, 86] oraz CLL zarówno
o niskim, jak i wysokim stopniu ryzyka choroby [87–90].
Aktywność przeciwnowotworowa nutlin została również
zaobserwowana w komórkach pochodzących od chorych na
MM oraz w komórkach mikrośrodowiska szpiku kostnego
tych pacjentów [81, 91, 92].
Kolejną cząsteczką powodującą reaktywację p53 jest RITA.
Wiążąc się z p53, RITA rozrywa jego wiązanie z MDM2, co
powoduje indukcję apoptozy [73, 76]. Aktywność cząsteczki
RITA została pierwszy raz opisana dla komórek pochodzących
od chorych na CLL oraz AML [14]. W badaniu tym wykazano
ciągłą aktywację szlaku przekaźnictwa sygnału z udziałem
białka p53, prowadzącą do indukcji końca cyklu komórko-
wego oraz apoptozy komórek AML i CLL z ekspresją dzikiego
typu p53 [14]. Wykazano również jej działanie synergistyczne
w połączeniu z fludarabiną w komórkach CLL bez względu na
status p53 oraz w połączeniu z PRIMA-1 w komórkach AML
[14]. Przeciwnowotworowa aktywność tej cząsteczki została
wykazana również dla komórek MM [93]. Początkowo uwa-
żano, że RITA wiąże się z domeną N-końcową białka p53,
indukując jego zmianę konformacyjną i powodując wzrost
jego czasu półtrwania oraz akumulację w komórkach nowo-
tworowych. Ostatnie badania wykorzystujące metodę spek-
troskopii magnetycznego rezonansu jądrowego (nuclear mag-
netic resonance; NMR) wykazały, że cząsteczka RITA może
zmieniać funkcje p53 poprzez odrębne mechanizmy, takie jak
oddziaływanie z innymi białkami wiążącymi czy kofaktorami
[94]. Saha i wsp. [95] wykazali, że RITA może wiązać się
z N-końcem kinazy c-Jun (c-Jun N-terminal kinase; JUN) i w ten
sposób indukować apoptozę w komórkach MM. Na rycinie 1A
przedstawiono mechanizmy działania nutlin oraz cząsteczki
RITA na dziki typ białka 53, prowadzące do apoptozy komórek
nowotworowych.
Zwrócenie małych cząsteczek w kierunku oddziaływania
ze zmutowanym białkiem p53 okazało się bardziej skompli-
kowane niż aktywacja dzikiego typu p53 w komórkach
nowotworowych. Aktualnie opisano dwie małe cząsteczki,
charakteryzujące się swoistym przywracaniem funkcji zmu-
towanego białka p53 w nowotworach hematologicznych.
Ryc. 1 – Mechanizmy indukcji apoptozy wywołane przez
małe cząsteczki skierowane bezpośrednio na dziki typ lub
zmutowane białko p53 oraz nowe inhibitory
przekaźnictwa sygnału przez receptor B-komórkowy
(A) Nutliny hamują oddziaływanie między białkiem p53 a
jego negatywnym regulatorem białkiem MDM2. Efekt ten
prowadzi do skutecznej stabilizacji p53 i jego aktywacji
poprzez wywoływanie apoptozy oraz zahamowanie cyklu
komórkowego w komórkach nowotworowych. Wiążąc się
z p53, RITA rozrywa jego wiązanie z MDM2 i powoduje
indukcję apoptozy. W komórkach MM RITA może wiązać
się z kinazą JUN (c-Jun N-terminal kinase) i również w ten
sposób indukować apoptozę. (B) Cząsteczka PRIMA-1
przywraca prawidłową konformację zmutowanego białka
p53 i wywołuje apoptozę komórek nowotworowych.
PRIMA-1 umożliwia ponowne sfałdowanie zarówno
zmutowanego, jak i dzikiego typu p53. Działanie MIRA-1
oraz jej analogów polega na przywróceniu transaktywacji
genów na drodze zależnej od p53 oraz indukcji apoptozy.
(C) Ibrutynib jest selektywnym inhibitorem kinazy Btk
(Bruton tyrosine kinase), uczestniczącej w przekazywaniu
sygnału płynącego przez BCR. Idelalizyb jest selektywnym
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molekularnym, który przywraca prawidłową konformację
zmutowanego białka p53 i swoiście wiąże się z DNA, wywo-
łując apoptozę komórek nowotworowych z ekspresją tej
formy białka [70, 74, 96, 97]. PRIMA-1 umożliwia ponowne
sfałdowanie zarówno zmutowanego, jak i dzikiego typu p53
[98]. Została ona zidentyfikowana w 2002 roku jako czą-
steczka o aktywności hamującej wzrost różnych typów ko-
mórek linii nowotworowych z mutacją p53 [70, 74, 96].
W 2009 roku została ona włączona do badań klinicznych
(NCT00900614), ponieważ stanowiła obiecujący lek przeciw-
nowotworowy [99]. Nahi i wsp. [97, 100] opisali wpływ PRIMA-
1 na komórki pochodzące od chorych na CLL i AML z lub
z brakiem delecji p53. Nie wykazano żadnych istotnych różnic
w odpowiedzi cytotoksycznej pomiędzy komórkami CLL
z hemizygotyczną delecją p53 a komórkami bez delecji [100].
W przypadku AML PRIMA-1 wykazywała się większą cytotok-
sycznością względem komórek z hemizygotyczną delecją/
mutacją p53 [97]. Dodatkowo zaobserwowano jej synergi-
styczne lub addytywne działanie w połączeniu z fludarabiną
w komórkach CLL i AML [100, 101]. Metylowany analog
PRIMA-1 (the methylated analog of PRIMA-1; PRIMA-1Met) został
również zakwalifikowany do próby klinicznej jako cząsteczka
o silniejszym potencjale terapeutycznym [99]. Wykazano, żeinhibitorem izoformy d kinazy PI3Kd ( phosphoinositide
3-kinase d; PI3Kd). Aktywna forma PI3Kd powoduje
pobudzenie kinazy serynowo-treoninowej AKT oraz
kinazy mTOR (mammalian target of rapamycin kinase),
spełniających istotne funkcje w procesach metabolizmu
komórkowego, proliferacji, migracji komórek czy
przeżycia. Blokowanie kinazy PI3Kd przez idelalizyb oraz
kinazy Btk przez ibrutynib hamuje przekazywanie sygnału
przez BCR, prowadząc do zahamowania proliferacji
i indukcji apoptozy komórek białaczkowych
Fig. 1 – Induction of apoptosis caused by small molecules
targeting mutant or wild type p53 and new inhibitors affected
B-cell receptor signal transduction
(A) Nutlins inhibit interaction between tumor suppressor p53
and its negative regulator MDM2. This effect leads to the
stabilization and activation of p53, which cause apoptosis and
cell cycle arrest of malignant cells. RITA disrupts interaction
between MDM2 and p53 inducing apoptosis. In MM cells, RITA
can also bind to the JUN kinase (c-Jun N-terminal kinase) and
triggering apoptosis. (B) Small molecule PRIMA-1 restores
conformation of mutant p53 and induces apoptosis of tumor
cells. PRIMA-1 can refold both unfolded mutant p53 and
unfolded wild type p53. MIRA-1 acts with p53 mutant and
causes restoration of p53-mediated transactivation of target
genes and the induction of p53-dependent apoptosis. (C)
Ibrutinib represents a selective inhibitor of the Btk kinase
(Bruton tyrosine kinase), which is involved in BCR signalling
transduction. Idelalisib is a selective inhibitor of the PI3K
kinase d isoform ( phosphoinositide 3–kinase d). Activation of
PI3Kd subsequently activates the kinases AKT and mTOR
(mammalian target of rapamycin kinase), and exerts
multiple effects on metabolism, proliferation, cell migration,
and survival. Both ibrutinib and idelalisib block BCR signaling,
which inhibits proliferation and drives cells into apoptosis
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zmutowane białko p53 i indukować apoptozę w komórkach
nowotworowych, jednocześnie nie wywołując znacznego
wpływu na dziki typ p53 w komórkach prawidłowych [96]. Do
tej pory oddziaływanie PRIMA-1Met na p53 w komórkach
nowotworowych bez mutacji p53 nie jest w pełni poznane.
Wydaje się, że PRIMA-1Met może odgrywać rolę cząsteczki
przywracającej funkcje nieaktywnemu białku p53, niezależnie
od stanu mutacji. Wyniki ostatnich badań dowodzą, że
PRIMA-1Met może wywoływać apoptozę również w komór-
kach z dzikim typem p53 lub w komórkach bez ekspresji p53
[100–102]. Badania na komórkach MM charakteryzujących się
ekspresją lub brakiem ekspresji p53 sugerują, że apoptoza
może być wywołana na drodze aktywacji białka p73 [102].
Kolejną cząsteczką indukującą apoptozę w komórkach
z mutacją p53 jest MIRA-1. Wykazuje ona odmienną od
PRIMA-1 strukturę i wydaje się mieć silniejsze działanie
[103]. Reaktywacja zmutowanego białka p53 poprzez cząs-
teczkę MIRA-1 zachodzi poprzez indukowanie ekspresji
genów zależnych od p53, takich jak p21, MDM2 oraz Puma,
w guzach litych. Uważa się, że działanie MIRA-1 oraz jej
analogów polega na przywróceniu transaktywacji genów na
drodze zależnej od p53 oraz indukcji apoptozy. Na podsta-
wie badań przeprowadzonych na liniach komórkowych oraz
komórkach pochodzących od chorych na MM stwierdzono,
że aktywność MIRA-1 jest niezależna od stanu mutacji p53
[104]. Rycina 1B przedstawia uogólniony schemat działania
cząsteczek PRIMA-1 i MIRA-1 na zmutowaną postać białka
p53 inicjujących apoptozę komórek białaczkowych.
Nowe metody leczenia skuteczne u chorych
z nieprawidłowościami szlaku p53
Do niedawna chorzy na CLL z mutacją TP53 bądź delecją 17p
byli leczeni konwencjonalnym schematem CIT (na przykład
FCR) lub terapią opartą na alemtuzumabie (samym bądź
skojarzonym z kortykosteroidami) [105, 106]. Czas trwania
remisji osiągany u tych pacjentów był jednak znacznie krótszy
w porównaniu z innymi grupami ryzyka, dlatego allogeniczne
przeszczepiane krwiotwórczych komórek macierzystych (allo-
geneic hematopoietic stem cell transplantation; allo-HSCT) wyda-
wało się jedyną opcją terapeutyczną. Wyniki aktualnych
badań określiły skuteczność tej metody na ok. 40% remisji
utrzymujących się w fazie plateau, co może sugerować, że ta
forma leczenia może prowadzić do wyleczenia pewnej liczby
chorych na CLL. Opcja ta powinna być jednak uważnie
przedyskutowana oraz jest zarezerwowana dla chorych opor-
nych/nawrotowych mających nieprawidłowości TP53.
Sytuacja terapeutyczna w CLL uległa istotnym zmianom
w ostatnich latach wraz z wprowadzeniem dwóch inhibito-
rów przekaźnictwa przez BCR. Według najnowszych zaleceń
Europejskiego Towarzystwa Onkologii Medycznej (European
Society for Medical Oncology; EMSO) pierwszą linią leczenia dla
chorych na CLL z delecją bądź mutacją genu TP53 są nowe
inhibitory: ibrutynib oraz idelalizyb w połączeniu z rytuksy-
mabem [107]. U chorych odpowiadających na leczenie tymi
inhibitorami alloHSCT jest kwestią dyskusyjną i zależy od
indywidualnych oraz związanych z przeszczepianiem czyn-
ników ryzyka [108]. Kontynuowanie leczenia u chorychz podwyższonym ryzykiem nawrotu może przynosić pewne
korzyści, jednak nie jest w pełni rekomendowane [107].
Ibrutynib jest selektywnym inhibitorem kinazy Brutona
(Bruton tyrosine kinase; Btk), uczestniczącej w przekazywaniu
sygnału płynącego przez BCR. Ibrutynib wiąże się do reszty
cysteiny w miejscu aktywnym Btk, powodując jego trwałe
unieczynnienie, przez co uniemożliwia przekazywanie syg-
nału [109]. Badania przeprowadzone na chorych z rozrostami
B-komórkowymi, w tym CLL oraz chłoniakiem z małych
limfocytów B (small lymphocytic leukemia; SLL) wykazały, że
ibrutynib jest lekiem o dobrej tolerancji, związanym
z wysokim wskaźnikiem odpowiedzi [110–112]. W grupie 85
chorych na nawrotową lub oporną postać CLL/SLL w fazie 1b/
2 badania klinicznego (NCT01105247) wykazano, że całkowity
odsetek odpowiedzi (overall response rate; ORR) został osiąg-
nięty u 71% chorych, przy czym 26-miesięczny czas wolny od
progresji ( progression free survival, PFS) osiągnęło 75% chorych
[111]. Wyniki 3. fazy badania klinicznego (NCT01578707) nad
skutecznością leczenia ibrutynibem w porównaniu z ofatu-
mumabem wykazały, że chorzy na CLL/SLL, którzy leczeni
byli wcześniej przynajmniej jednym schematem, osiągali
istotnie dłuższe całkowite przeżycie (overall survival; OS), PFS
oraz ORR [113]. Nie zaobserwowano żadnych istotnych różnic
w 12-miesięcznym PFS między chorymi charakteryzującymi
się brakiem lub występowaniem delecji 17p [113]. Wstępne
wyniki 2. fazy badania klinicznego (NCT01744691) prowadzo-
nego na 144 chorych na nawrotową lub oporną postać CLL/
SLL z delecją 17p wykazały znaczną skuteczność leczenia
ibrutynibem w odniesieniu do ORR, PFS oraz czasu trwania
odpowiedzi (duration of response; DOR) [114]. W 12. miesiącu
badania 79,3% pacjentów pozostawało wolnych od progresji,
co było zgodne z wcześniejszymi wynikami [114].
Idelalizyb jest selektywnym inhibitorem izoformy d kinazy
PI3K ( phosphoinositide 3-kinase d; PI3Kd), ulegającej ekspresji
w leukocytach i odgrywającej kluczową rolę w przekaźnictwie
sygnału przez receptor BCR [115]. Aktywna forma PI3Kd
powoduje pobudzenie kinazy serynowo-treoninowej AKT
oraz kinazy mTOR (mammalian target of rapamycin kinase),
spełniających istotne funkcje w procesach metabolizmu
komórkowego, proliferacji, migracji komórek czy przeżycia
[116]. Blokowanie kinazy PI3Kd przez idelalizyb hamuje prze-
kazywanie sygnału na ścieżce PI3Kd/AKT, co prowadzi do
apoptozy komórek białaczkowych. Wyniki badań 3 fazy próby
klinicznej (NCT01539) nad skutecznością leczenia idelalizybu
w połączeniu z rytuksymabem w porównaniu z placebo
z rytuksymabem wykazały istotne wydłużenie PFS, ORR oraz
OS wśród chorych na nawrotową postać CLL leczonych
pierwszym schematem leków [117]. Według najnowszych
danych, mediana PFS w grupie leczonych idelalizybem osiąg-
nięła 19,4 miesiąca, podczas gdy w grupie placebo wynosiła
6,5 miesiąca. Efekt leczenia idelalizybem był podobny we
wszystkich grupach chorych, niezależnie od stanu mutacji
TP53, delecji 17p czy mutacji IGHV [117]. O’Brien i wsp. [118]
opisali wyniki 2. fazy próby klinicznej (NCT01203930) nad
skutecznością leczenia idelalizybem i rytuksymabem u niele-
czonych wcześniej chorych na CLL/SLL. ORR został osiągnięty
u 97% chorych, z których 19% osiągnęło całkowitą odpowiedź.
U pacjentów z delecją 17p lub mutacją TP53 ORR wynosił
100%, natomiast u chorych z niezmutowanym genem IGHV
ORR wynosił 97%. W 36. miesiącu badania PFS osiągnęło 83%
a c t a h a e m a t o l o g i c a p o l o n i c a 4 6 ( 2 0 1 5 ) 3 2 7 – 3 3 8334chorych [118]. Schemat działania ibrutynibu oraz idelalizybu
na przekaznictwo BCR został przedstawiony na rycinie 1C.
Aktualne wytyczne ESMO nie rekomendują terapii alemtu-
zumabem w pierwszej linii nawet u starszych chorych
z delecją 17p, pomimo że ten lek wykazywał istotnie wyższe
odsetki odpowiedzi w porównaniu z chlorambucilem w tej
grupie chorych [119]. Pomimo braku bezpośredniego porów-
nania alemtuzumabu z terapią inhibitorami przekaźnictwa
przez BCR, zarówno ibrutynib, jak i idelalizyb w połączeniu
z rytuksymabem wykazują znacznie większą aktywność
w badaniach rejestracyjnych w grupach chorych opornych/
nawrotowych, u których można się było spodziewać gorszych
odpowiedzi.
Spośród innych cząsteczek mogących mieć znaczenie
w leczeniu rozrostów hematologicznych można zwrócić
uwagę na bromowodorek halofuginonu (halofuginone hydrobro-
mide; HF) czy cząsteczkę JNJ-26854165, będącą pochodną
tryptaminy. W swoich badaniach in vitro oraz in vivo Leiba
i wsp. [120] opisali HR jako cząsteczkę wywołującą zahamo-
wanie wzrostu zarówno komórek linii szpiczakowych, jak
i komórek od chorych na MM. Dodatkowo HR nasilał cytotok-
syczność innych leków, jak melfalan, deksametazon, dokso-
rubicyna czy lenalidomid [120]. JNJ-26854165 została opisana
jako cząsteczka blokująca proteasomalną degradację p53 oraz
indukująca apoptozę w komórkach linii białaczkowych
z prawidłowym bądź zmutowanym p53 [121]. Kolejną grupę
stanowią inhibitory białka Bcl2, będącego istotnym regulato-
rem apoptozy i wykazującego zwiększoną ekspresję w komór-
kach CLL [122]. Do związków z tej grupy należą: obatoklaks
(GX15-070), nawitoklaks (Abt-263) czy nawitoklaks (Abt-199)
[123–125]. Szczególnie wyniki badań klinicznych z zastosowa-
niem tego ostatniego wydają się bardzo obiecujące w grupie
chorych na CLL z aberracjami TP53. Prowadzane są badania
nad skutecznością leczenia inhibitorami kinaz cyklinozależ-
nych (cyclin-dependent kinases; CDK), mogącymi przynosić
pewne korzyści w leczeniu chorych z delecją 17p [126].
Podsumowując, zaburzenia szlaku TP53 obejmujące za-
równo delecję 17p, jak i mutacje TP53, stanowią istotny
problem w leczeniu chorych na nowotwory hematologiczne.
Wyniki prac badawczych mających na celu aktywację szlaku
p53, czyli odwrócenie biologicznego efektu mutacji, są
bardzo obiecujące, jednak przełomowe wydaje się wprowa-
dzenie do terapii leków o innych mechanizmach działania
skuteczne u chorych z mutacją genu TP53.
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